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E: Pinholemechanik 
symmetrisch offnend und schlie&end 

G: Pinhole 1x1 mrrf gedffnet 



F:-Si-Atzwinkel 54.7* 
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I:- Pinhole aus 2 SIHciumblenden 

A> SI DIAPHRAGM WITH ETCHED WINDOW 1X1 MM 2 

B:- SI SPACER PLATE 

C:- SEPARATING FILM 10yM 

D:- ADHESIVE 

E> SYMMETRICALLY OPENING AND CLOSING PINHOLE MECHANISM 
F:* SI ETCHED ANGLE 54.7" 

G:- PINHOLE 1 X 1MM 2 OPEN 
H> PINHOLE 

I:. PINHOLE 3 X3mM 2 OPEN 

J:- PINHOLE OF TWO SILICON DIAPHRAGMS 



j- Pinhole 3x3um 2 geoffnet 



(57) Abstract: The invention relates to a pinhole, in particular, for a laser- scanning microscope, comprising silicon diaphragms, 
each with mirror-image right-angled openings, whereby the silicon diaphragms may be displaced in a first direction towards each 
other and preferably at least one silicon diaphragm may be displaced, perpendicular to the first direction, in a second direction, for 
adjustment of an exactly square form. 
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(57) Zusanunenlassung: Pinhole, insbesondere fur ein Laser-Scanning-Mikroskop, bestehend aus Siliziumblendenmit jeweils 
Offnungen. wobei die Siliziumblenden zueinander in einer ers.en Rich.ung versch.ebb* -sm I und 

drat form verschiebbar ist. 
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Einsteilbares Pinhole, insbesondere fur ein Laser-Scanning-Mikroskop 

Die geometrischen Parameter des Pinholes sind entscheidend fur die Leistungsfahigkeit 
eines Laserscanmikroskopes. Je kleiner und genauer sich das Pinhole einstellen laSt, um so 
hohere AuflSsungen des Laserscanmikroskopes sind erzielbar und um so kleinere 
Abmessungen der Mikroskopoptik sind moglich. Es bringt Vorteile, Pinholeoffnungen ab 3pm 
Grofte einstellen zu konnen. Reproduzierbarkeiten von 0,3pm in der Einstellung der 
Pinhoieoffnung und -lage sind dann gefordert. Noch kleinere Pinholeoffnungen bewirken zu 
grolie Intensitatsverluste durch Beuguhg des hindurchtretenden Lichtes an den 
Pinholekanten. Die Pinhoieoffnung, die vowiegend vor dem Photoempfanger angeordnet ist, 
mulS nicht kreisformig sein, sondern kann ebenso auch eine quadratische Form aufweisen. 

Fur einstellbare Pinholes in Laserscanmikroskopen werden Elemente verwendet, die, 
bevorzugt zur Erzeugung quadratischer Offnungen, verstellbare gerade korperliche Kanten 
aufweisen. Damit diese Kanten moglichst scharf sind und hierdurch die Offnung eine geringe 
Ausdehnung in Richtung des Lichtflusses aufweist, sind diese Elemente an den Kanten der 
Offnung entweder angefast oder die Elemente sind dunne Folien. Der Stand der 
Fertigungstechnik ermoglicht . Kanten, die Pinholes mit Ausdehnungen in Richtung des 
Lichtflusses von we it uber 10pm zur Folge haben. Bei solchen Pinholes besteht jedoch die 
Gefahr der Vignettierung des Lichtes, wenn Offnungen von kleiner als 10pm Grd&e 
eingestellt werden sollen. 

So wird in der DE 202 05 079 Ud eine variable Lochblende fur ein konfokaies 
Scanmikroskop beschrieben, die aus zwei diametral bewegiichen Blendenbacken mit 
Einkerbungen besteht. Solche Einkerbungen sind nur begrenzt scharfkantig herstellbar, so 
dafi solch ein Pinhole eine Ausdehnung in Richtung des Lichtflusses von ca. 100pm 
aufweist. Die Nachteile dieser Losung sind die Gefahr der Vignettierung des Lichtes und die 
unvermeindlichen Rundungen der Ecken in den .Einkerbungen. Beides fuhrt dazu, daft 
quadratfomige Offnungen von unter 10pm GroBe nicht einstellbar sind. Ausreichend kleine 
Schragstellungen des Pinholes, von z. B. weniger als 0,1 °, lassen sich nur mit relativ hohem 
technischen Aufwand erzielen. 

Das Ziel der Erfindung besteht darin, ein einsteilbares Pinhole zu realisieren, dall Offnungen 
ab 3pm Grofie in einem Feld von 1x1 mm 2 mit 0,3pm Toleranz ermoglicht. Hierbei ist es 
wichtig, die korperliche Ausdehnung der. Offnung in Richtung des Lichtflusses ausreichend 
klein zu halten, z. B. kleiner als 10pm, um Vignettierungen des die Offnung passierenden 
Lichtes zu vermeiden. 
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Der Losungsvorschlag besteht darin, fur das Pinhole im Laserscanmikroskop zwei 
spiegelbildlich und zueinander verschieblich angeordnete Siliciumblenden mit je e.nem 
quadratischen Atzfenster anzuwenden. 

Ein Vorteil der Losung bestehen darin, daG Silicium eine kubische Kristallstruktur aufweist. 
und somit beim photolithographischen Atzen quadratische Offnungen entstehen, deren 
Kanten atomar scharfkantig sind. Aufterdem weisen die Flanken der Offnung e.nen 
spitzwinkligen Atzwinkel von 54,7° auf, so da* durch die spiegelbildliche Anordnung von 
zwei Siliciumblenden Pinholes mrt beliebig kleiner Offnung und beliebig kleiner Ausdehnung 
in Richtung des Lichtflusses gebildet werden konnen. 

Ein weiterer Vorteil besteht darin, daft mit Silicium als Blendenmaterial in einem gewissen 
visuellen Spektralbereich von etwa 500nm optisch weiche Blenden entstehen, weil Sil.cium 
in diesem Spektralbereich mit zunehmender Wellenlange eine zunehmende 
Lichtdurchlassigkeit aufweist. Hierdurch werden in diesem begrenzten Wellenlangenbere,ch 
urn 500nm Beugungserscheinungen an der Blende vermieden oder gemindert. Das fuhrt zur 
Verminderung von Lichtverlusten im Laserscanmikroskop durch Beugung und zu grofceren 
Lichtintensitaten auf dem Photoempfanger bei kleinen Pinholeoffnungen und somit zu emer 
hoheren Empfindlichkeit des Laserscanmikroskopes in diesem Spektralbereich des bchtes. 
Der Nachteil von Silicium, namlich seine zunehmende Lichtdurchlassigkeit ab dem vsuellen 
Rctbereich, kann durch eine Reflektions-oder Absorptionsbeschichtung seiner Oberflache 
behoben werden. 



Bild 1: Pinhole aus 2 Siliciumblenden 

In Siliciumplatten, mit den auSeren Abmessungen von ca. 7x5x0,5mm 2 , sind 
photolithographisch Fenster von 1x1mm 2 GroBe geatzt . Die Siliciumblenden werden 
paarweise so zueinander angeordnet, daft die geatzten Fenster spiegelbildlich zueinander 
liegen Die Befestigung der Siliciumblenden auf der Pinholemecbanik erfolgt durch Kleben. 
Eine Distanzplatte dient der Einhaitung des erforderlichen Abstandes zwischen oberer 
Blende und Pinholemecbanik. Eine Abstandsfolie, die zwischen den Blenden angeordnet ist, 
bewirkt eine Pinholehohe von 10pm. Durch eine antipara.lele Bewegung der beiden 
Elemente der Pinholemechanik lassen sich Pinholegrofien zwischen 0 und 1mm emstellen. 
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Die Bewegungsrichtung der Pinholemechanik ist hierbei antiparallei zu den Diagonalen d 
der Atzfenster in den Siliciumplatten. 

Eine Schutzbeschichtung der Si-Blenden soil verhindern, das Licht die Blende aufterhalb der 
Offnung. passiert, weil Silicium fur langwelliges Licht ab etwa 500nm Wellenlange 
zunehmend transparent wird. Hierzu konnen die Siliciumblenden mit einer etwa 100nm 
dicken Chrom, Gold, Aluminium. oder Silberschicht bedampft werden. Alle diese Schichten 
haben aber den Nachteil einer hohen Reflektivitat, so da(i durch Reflexion storendes 
Streulicht im Laserscanmikroskop entsteht. 

Besser geeignet sind schwa/ze lichtabsorbierende Schutzschichten, wie sie z. B. durch 
spezielle Bedampfung aufgetragen werden konnen. 

Wieder Erwarten kann auch ohne Beschichtung gearbeitet werden, vorteilhaft im 
Wellenlangenbereich bis 600nm. 

Zur Jusstierung werden unter einem Mikroskop die Blenden bei kleiner Offnung, von z. B. 
10pm Grofie, mit Hilfe von Manipulatoren justiert. Weil wegen dergeringen Pinholehohe nur 
eine Tiefenscharfe von 10pm vom Mikroskop gefordert zu werden braucht, konnen 
hochauflosende Mikroskope mit einer Apertur von z. B. A = 0,8 Anwendung finden. Bei 
herkommlichen Pinholes ist das nicht moglich, weil das Mikroskop wegen der Pinholehohe 
von 100pm dann eine entsprechend hohe Tiefenscharfe und kleine Apertur von z. B. A = 0,1 
aufweisen muli. 

Bild 2: Justierung der Siliciumblenden durch integrierte Motorantriebe 

Elemente 1 und 2 sind in X-Richtung antiparallei verschiebbar und tragen die beiden 
Siliziumbienden, wobei mindestens eine Blende auf einem weiteren Element 3 gelagert ist, 
das senkrecht zur Verschieberichtung der Elemente 1 und 2 verschiebbar ist. 
Element 3 ist an zwei Festkorpergelenken befestigt, die eine hohe Steifigkeit in 
Verschieberichtung der Elemente 1 und 2 und eine hohe Gelenkigkeit in Verschieberichtung 
des Elementes 3 aufweisen. 

Die Verschiebung des Elementes 3 in Y-Richtung erfolgt mittels zweier von einem Motor 
angetriebenen Spindeln, wobei der Motor drehgesichert und verschieblich am Element 2 
angeordnet ist. Die zwei Spindeln, die in je eine auf Element 2 und 3 befestigte Mutter 
eingreifen, weisen vorteilhaft unterschiedliche Steigungen auf, beispielsweise kann eine 
Differenzsteigung von 50j^m vorliegen. 

Die Siliciumblenden werden in vorjustierter Lage auf die Elemente 1 und 3 der 
Pinholemechanik aufgeklebt (Bild 2). Durch den in y-Richtung zwischen den Elementen 1 



WO 2004/104648 PCT/EP2004/005061 



und 3 wirkenden Motorantrieb mit Differenzgewindespindeln und durch die Gelenkanordnung 
(z. B. Festkorperparallelfedergelenke) ist die Justierung und jederzeit auch die 
Nachjustierung der Siliciumblenden im Laserscanmikroskop mit einer Auflosung von z. B. 
0,1pm moglich. Die Auflosung von 0,1pm ergibt sich aus der Differenzsteigung der 
Gewindespindeln von z. B. 50pm, aus dem Mikroschrittbetrieb des Schrittmotors von 16 
Mirkoschritten pro Vollschritt und aus 20 Vollschritten pro Motorumdrehung. Bei der 
Justierung werden unter mikroskopischer Beobachtung die Elemente 1 und 2 antiparallel in 
x-Richtung und Element 3 in y-Richtung motorisch verstellt bis ein quadratisches Pinhole von 
z. B. 10 x 10pm 2 GrolJe entsteht. Die Pinholeoffnung ist nun in dieser aber auch in einer 
anderen GrolJe quadratisch, wenn Element 1 und 2 antiparallel in X-Richtung verschoben 
werden. Vorteilhaft laSt sich hierdurch jederzeit das Pinhole auch im Laserscanmikroskop 
nachjustieren, falls dort seine mikroskopische Beobachtung ermoglicht wird. Die Elemente 1 
und 2 werden zur Einstellung der PinholegrolJe durch einen nicht dargestellten 
scherenartigen Mechanismus antiparallel in x-Richtung bewegt. 

Das Pinhole kann im Laserscanmikroskop jederzeit auch ohne seine mikroskopische 
Beobachtung nur unter Auswertung der Signale des Photoempfanger des 
Laserscanmikroskopes zum Quadrat justiert werden. Hierzu werden durch einen 
motorgesteuerten Scanvorgang die Elemente 1, 2 und 3 so gestellt, daR bei moglichst 
kleiner Pinholeoffnung das auf den Photoempfanger fallende Licht eine maximale Intensitat 
aufweist. Dann mufc das Pinhole eine quadratische Form aufweisen. Hierzu wird bei 
schrittweise kleiner werdender Blendenoffnung (x-Trieb) die auf Element 3 befestigte Si- 
Blende mittels y-Trieb so gestellt, daft der Photoempfanger ein maximales Lichtsignal 
empfangt. Dieser Scanvorgang abwechselnd mittels der x- und y-Triebe wird solange 
wiederholt, bis das maximale Lichtsignal des Photoempfangers eine vorbestimmte minimale 
' GrofJe erreicht hat, das einer Pinholegrblie von z. B. 10pm entspricht. Nach diesem 
automatischen Justierprozefi weist die Pinholeoffnung in jeder GroSe zwangslaufig eine 
quadratische Form auf. 



Bild 3: Pinholeflache in Abhangigkeit von der Pinholedejustierung y Jus . 

Wie aus der Kurvenschar in Bild 3a zu erkennen ist, ergibt sich auf Grund der quadratischen 
Abhangigkeit der Pinholeflache von der Pinholedejustierung bei y just = 0 eine sehr geringe 
Empfindlichkeit des Photoempfangers bei der Verstellung in y-Richtung und bei einer 
Dejustierung von y iusl = b eine maximale Empfindlichkeit. Vorteilhaft kann deshalb die 
Flankenmethode Anwendung finden, bei der beim Scannen in y-Richtung an den beiden 
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symmetrischen Fianken je ein Me&punkt bei hoher Empfindlichkeit bestimmt und durch 
Einstellung auf den Mitteiwert zwischen beiden Fianken die quadratische Pinholeform 
gewonnen wird. Diese Justierung wird bei einer relativ grofien Pinholeoffnung von z. B. 
100pm begonnen und bei einer moglichst kleinen Pinholegrolie von z. B. 10pm beendet. 
Das Ergebnis ist zwangslaufig die quadratische Pinholeoffnung bei jeder Pinholegrofte. 
In Bild 3b sind Beispielwerte angegeben, 
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Patentanspriiche 



1. 

Pinhole, insbesondere fur ein Laser-Scanning-Mikroskop, bestehend aus 
Siliziumblenden mit jeweils rechtwinkligen spiegelverkehrten Offnungen. 



2. 

Pinhole nach Anspruch 1, wobei die Siliciumblenden zueinander in einer ersten Richtung 
verschieblich sind. 

3. r 

Pinhole nach Anspruch 2, wobei mindestens eine Siliziumblende senkrecht zur ersten 
Richtung in eine zweite Richtung zur Einstellung einer exakten Quadratform verschiebbar 
ist. 



4. 

Pinhole nach einem der AnsprOche 1-3, wobei die Blenden an Festkorpergelenken befestigt 
sind, die in der ersten Richtung steif und in der zweiten Richtung' gelenkig ausgebildet sind. 

5- 

Verfahren zur Justierung eines Pinholes nach einem der vorangehendemn AnsprOche, 
wobei eine puadratform eingestellt wird, indem bei der Justierung mittels einer durch das 
Pinhole gehende Lichtmenge das Signal eines Photoempfangers maximiert wird. 



! 
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Si-Blende mit 

Atzfenster 1x1 mm 2 Si-Distanzplatte Abstandsfoiie 10^m Klebungen 




Pinholemechanik Si-Atzwinkel 54,7° 

symmetrisch offnend und schlieftend 



Pinhole 1x1 mm 2 geoffhet' 

Pinhole 




Pinhole 3x3jjm 2 geoffnet 

Bild 1 : Pinhole aus 2 Siliciumblenden 
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Bild2: 



Element 1 
+x 



Siliciumblenden 
mit Atzfenstern 




verschieblicher 
Schrittmotor mit -x 
2 Differenzgewinde- 
spindeln und 
2 Muttern 
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verschiebliche 
Motordehsicherung 



Element.2 



Gelenk- 
anordnung 



antiparaliel verstellbare Pinholemechanik 
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a 2 = 30pm 
a 3 = 10pm 
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□ 



Wellere VerOflentllchungen sind der Fonsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhahg PalenlfamDie 



• Besondere Kategorien von angegebenen Veroffenilichungen 

'A' Veroffentlidiung, die den aligemeinen Sland der Technik definiert, 
aber nichl als besonders bedeutsam anzusehen isl 

E' Slleres Dokument, das jedoch ersl am oder nach dem internatidnalen 

. Anmeldedatum veroffentlichl worden ist 
*L" Veroffentlichung, die geetgnel isl, einen Priorilalsanspruch zweifethaft er- 
scheinen zu lassen, oderdurch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbencht genannten Veroffenllichung belegl werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrl) - 

"O* Verdffenlllchung, die slch auf eine mbndliche Olfenbarung. 

eine Benulzung, eine Ausslellung oderandere Maf3nahmen beziohl 
P" Ver5fTentllchung, die vordem internallonalen Anmeldedatum, aber nach 
dam beanspruchlen Priorilatsdatiim veroffentlichl worden isl 



T Spaiere VerOffenlllchung, die nach dem Internallonalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritalsdatum veroffentlicht worden ist und mil der 
Anmeldung nichl kolKdiert, sondem nur zum VerslSndnis des der 
Erfindung zugrundeiiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeBeqenden 
Theorle angegeben Ist ^ 

•X" Veroffenllichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nichl als neu oder auf 
erfinderischer Taligkeit beruhend betrachtet werden 

•Y' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nichl als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffenllichung mil einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebrachl wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Milglied dersetben Palentfamilie isl 
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